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緒言 
 
乳牛は複胃動物であり、様々な外来微生物と共生している。ルーメン細菌や腸内
細菌における大多数の細菌などは相利共生し、宿主に悪影響を与えない。しかし
ながら、外来微生物の中には宿主に感染することで片利共生あるいは宿主に害
を与える形で生存、増殖するものが存在する。一生の過程において、すでに受胎
から出生までには多くの外来微生物の影響を受ける。本論文では、４章に渡り受
胎から新生子期における宿主と外来微生物の関係性の一端をしらべ、その共生
関係と今後の課題について考察した。 
第１章では、牛が受胎から出生するまでに影響を及ぼす外来微生物として様々
な細菌、ウイルス等が知られている(表１)。それ以外にも、外来微生物との関連
性が明確でない繁殖障害が存在する。その一例としてリピートブリーダーが挙
げられる。その定義は、人工授精(AI)を 3 回以上実施し不受胎牛を指し、空胎日
数が延長する牛のことである。これらの牛は、経済的損失が大きいことが知られ
ている[3]。これまでに、複数の対策として泌乳量を抑える、飼料成分の調整や飼
養管理の改善など検討がなされてきたが、それら対策にもかかわらず受胎効率
が改善しない個体が存在する。このような個体の中で Borna Disease Virus-
1(BoDV-1)感染の可能性が報告されている[16]。BoDV-1 は神経向性のウイルスで
あり健常な個体でも脳内にウイルスが持続感染していることがしばしば確認さ
れている。これらの持続感染個体の多くは、神経症状などの臨床症状はみられな
い不顕性感染である。日本国内では、乳牛で 10-20%ほどは本ウイルスに感染し
ていることが報告されている[16, 55]。一見、本ウイルスと牛は共生関係のよう
であるが、乳牛において BoDV-1 感染個体は正常な発情がみられるにもかかわら
ず受胎（妊娠）率が低い[16]。そこで著者は受胎から妊娠初期の BoDV-1 感染母
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体の状態に着目し、胎子から放出される受胎認識因子であり、プロスタグランジ
ン(PGF)-2α 産生を阻害することで妊娠を維持するインターフェロン(IFN)-τ に対
する母体の反応を調べることにより、ウイルス感染と受胎率の関係性を検証す
ることとした。 
第２章では、受胎から分娩にかけて様々な外来微生物の影響を受けず無事に誕
生した新生子牛は無菌状態で生まれるが、出生後に環境中の多くの微生物に暴
露される。暴露された微生物の一部が、早々に子牛体内に侵入し腸内細菌叢の構
成に関係していくと言われている。これら微生物と共生し生存し続けるには、新
たな微生物の体内への受け入れや病原因子の排除が必要となる。腸内細菌叢は
子牛の免疫機能に大きく影響を与えることが明らかになっており、片利共生関
係となる病原微生物の増殖制御にも初乳中の移行抗体とともに関係している
[31]。また、プロバイオティクスによる外来微生物の受け入れによって免疫機能
を高めることも盛んにおこなわれている。そのため、腸内細菌叢は培養法から始
まり、遺伝子的探索と様々な手法により研究がなされている。特に新生子期には
腸内細菌の変化が生じることが報告されている[38]。最近、盛んに研究が展開さ
れているメタゲノム解析手法によりサンプル中の微生物叢を網羅的に遺伝子解
析しその構成比を明らかにすることができるようになった。本研究では、その手
法を用いて新生子の腸内細菌叢の構成比をメタゲノム解析手法により生後７日
間に渡る変化を観察し、宿主と微生物の共生関係の一端を検討した。 
第３章では、畜産現場では盛んにプロバイオティクスとして乳酸菌が免疫機能
を高める目的で投与されている。プロバイオティクスは腸内細菌のバランスを
変えることにより宿主に保健効果を示す生きた微生物と定義されている。乳酸
菌のプロバイオティクス効果のなかで免疫賦活化作用は株によって異なる。 
Lactobacillus plantarum は漬物など植物を用いた発酵食品より高頻度で分離され
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る菌種であり、免疫賦活効果が報告されている。本研究では、新生子牛に対して
プロバイオティクスとして、自然発酵乳由来の研究室保存株である L. plantarum 
LP-1 株を投与することで、有用な外来微生物を経口投与した際の腸内細菌叢及
び免疫機能に与える影響を検討した。 
定着した腸内細菌叢は、宿主が病原体に感染することにより変化する。ヒトにお
いてはコレラ[40]、豚においてロタウイルス感染症[32]や豚流行性下痢ウイルス
(PED)[29]による影響が報告されている。ロタウイルスは多くの哺乳類に感染す
るウイルスであり、主に腸管に感染し、下痢を主症状とする。牛では、主に子牛
に感染し下痢を引き起こす。これにより経済的損失を引き起こす[37]。第４章で
はでは新生子牛の発育過程において、しばしば観察される片利共生と認知され
ているロタウイルス感染による腸内細菌叢への影響をメタゲノム解析手法によ
り解析し、腸内細菌叢の微生物叢バランスにおけるウイルス感染要因の影響を
考察した。 
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表１. 死流産の原因となる感染症 
 病名 原因微生物 症状 
ウイルス 牛伝染性鼻気管炎 牛ヘルペスウイルス１ 死流産 
 イバラキ病 イバラキウイルス 流産 
 アカバネ病 アカバネウイルス 死流産 
 牛ウイルス性下痢粘膜
病 
牛ウイルス性下痢ウイルス 1，2 流産 
   
細菌 ブルセラ病 Brucella abortus 流産 
 牛カンピロバクター症 Campylobacter fetus 流産 
 リステリア症 Listeria monocytogenes 流産 
 コクシエラ症 Coxiella burnetii 
流産 
不妊 
 ネオスポラ症 Neospora caninum 死流産 
  トリコモナス病 Trichomonas foetus 早期流産
   
クラミジア 
Chlamydophila abortus
による流産、不妊症 
Chlamydophila abortus 
死流産 
不妊症 
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第１章 ボルナ病ウイルスに不顕性感染しウイルスと共生した乳牛における 
受胎早期の末梢血中 ISG 発現の変化 
 
１．序文 
 
ボルナ病ウイルス(BoDV)はマイナス一本鎖 RNA ウイルスであり、ドイツで初
めて発見された。宿主は鳥から牛、羊、馬といった哺乳類と様々な種にわたる[16, 
52]。哺乳類に感染するものが BoDV-1 と定義されている。BoDV は神経向性の
ウイルスで神経症状を主症状とする。ウイルスの持続感染は、主に脳内に限局し、
末梢臓器にウイルスが検出されることがない。よって、感染個体の検査は、血清
中のウイルス抗体を調べることにより判定する。日本においては神経症状を主
とした臨床症状のない不顕性感染個体が多くみられ、抗体陽性率は 10-20%と報
告されている[55]。それらの受胎率は、発情に問題がないにもかかわらず健常牛
と比較し人工授精(AI)における受胎率が低下し分娩間隔が延長する。また、垂直
感染が示唆されており、BoDV-1 の蔓延している抗体陽性率の非常に高い農場が
散見されるとの報告がある[1, 16]。BoDV-1 はインターフェロン制御因子(IRF) 3
や 7 を介して 1 型インターフェロン(IFN)産生を抑制することで宿主から排除さ
れることを避け、宿主と共生する[49]。 
IFN-τ は 1 型 IFN であり、15 から 40 日齢の胎児より産生される。IFN-τ は黄体
から産生されるプロスタグランジン(PG)-F2α の産生を抑制することにより妊娠
の維持に重要な役割を果たす[9, 14, 24]。IFN-τ は IRF-2 を通してオキシトシンレ
セプターを抑制する。一方で、IFN-τ は末梢血単核球(PBMC)に対してシグナル伝
達兼転写活性化因子 STAT1、STAT2 を介し刺激することで、ISG15、Mx1、Mx2、
OAS1 の遺伝子発現を誘導する[4, 11]。IFN-τ は母体の体内では急速に消失する
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ため、血中で測定が難しい。その代替として母体の単核球における ISG や Mx の
発現量を測定する方法が用いられる。従って母体の PBMC における ISG15 や
Mx2 発現量を測定することは妊娠初期における受胎確認に応用することが可能
となる[14, 24]。 
本章では、一見共生関係で宿主内に持続感染する BoDV-1 が、受精から妊娠初期
における個体の PBMC 中の ISG15 および Mx2 発現量を測定することで、IFN-τ
に対する母体の反応を測定し BoDV-1 持続感染による受胎から妊娠初期に及ぼ
す影響を調べることを目的とした。 
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２．材料・方法 
 
供試動物及び採材方法 
試験には同一農場で飼養されている臨床的に健康な 58 頭のホルスタイン種経産
牛を対象とした。調査対象牛は試験期間中臨床的に健康であった。人工授精（AI）
処置は、臨床獣医により通常実施される処置内容に基づき、同一獣医師による検
査に基づき実施した。すなわち、対象乳牛への AI は乗駕により発情兆候と直腸
検査による受精適期と認められた個体に実施した。血液は AI 前と AI 後 18～25
日の 2 度採材を行った。血液は血清分離し、保存するとともに別途フィコール・
コンレイ遠心分離法(比重 1.086)により中間層である PBMC 層を回収した。受胎
確認は AI 後 30～45 日後に超音波診断により実施した。 
 
定量的 RT-PCR 
回収した PBMC を TRIzol® regent(Thermo fisher scientific, Waltham, MA , U.S.A.)
を用いRNAを抽出し、anchored-oligo 18 プライマー(Transcriptor First Strand cDNA 
Kit, Roche, Basel, Switzerland)にて cDNA を合成した。ISG15 及び Mx2 発現は定
量 Real time-PCR (LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green Ⅰ , 
Roche)を用い、GAPDH にて附属のソフトウェアを用い標準化を行った。プライ
マーは、ISG15（NM_174366）Forward: GGTATCCGAGCTGAAGCAGTT, Reverse: 
ACCTCCCTGCTGTCAAGGT (131–217, 86 bp) Mx2 (NM_173941) Forward: 
CTTCAGAGACGCCTCAGTCG, Reverse: TGAAGCAGCCAGCAATAGTG (2071–
2302, 231 bp); GAPDH (XR_082746) Forward: GATTGTCAGCAATGCCTCCT, 
Reverse: GGTCATAAGTCCCTCCACGA (546–638, 92 bp) を用いた。 
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BoDV-1 抗体検査 
抗 BoDV-1 抗体はウエスタンブロット法により行い、リコンビナント BoDV-1 の
N 蛋白を抗原として用いた。血清は 10% ブロックエース (大日本製薬, 大阪, 日
本)及び 0.05% Tween 20 を添加した PBS をバッファーとして 100 倍に希釈しウ
エスタンブロット法に用いた。抗原抗体複合体はペルオキシダーゼ結合ヤギ抗
牛 IgG アフィニティ精製抗体を用い識別した。発色はイムノステイン HRP-
1000(コニカミノルタ, 東京, 日本）を用いた。 
 
統計的解析 
BoDV-1 感染による受胎と不受胎の解析にはカイ 2 乗検定を用いた。ISG15 およ
び Mx2 遺伝子発現は一元配置分散解析を用いた。ISG15 及び Mx2 の遺伝子発現
比は AI 後/AI 前にて算出し、受胎不受胎における比較および BoDV-1 感染の有
無による比較には一元配置分散分析を用いた。  
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３．結果 
 
すべての個体で神経症状を含む臨床症状は認められなかった。それらの個体で
正常な発情兆候が認められたたため人工授精を実施した。供試した 58 頭中 38
頭で BoDV-1 抗体陽性であり、BoDV-1 抗体陽性率は 65.5%であった。 
BoDV-1 抗体陽性牛のうち 15 頭が受胎し、23 頭が不受胎であり受胎率は 39.5%
であった。BoDV-1 抗体陰性個体では 11 頭が受胎であり、9 頭が不受胎で受胎率
は 55%であった(表２)。 
 
表２． 供試牛の抗体陽性及び受胎成績 
抗体 受胎 不受胎 合計 
陽性 15 23 38 
陰性 11 9 20 
合計 28 32 58 
 
表には今回供試した牛においてそれぞれの群に当てはまる頭数を示した。 
 
BoDV-1 抗体陽性個体において AI 前と AI 後 18 から 25 日後の 2 点における
PBMC 中の ISG15 遺伝子発現比は受胎群で 8.5 倍と増加し、不受胎群と比較し
有意に高い値(図１, p=0.0006) を示した。Mx2 では 4.5 倍と ISG15 同様に有意に
高い値(図 2, p=0.02) を示した。一方で BoDV-1 抗体陰性個体では ISG15、Mx2 と
もに受胎群でわずかに高い値を示すのみであり有意差は認められなかった。 
BoDV-1 抗体陽性個体において ISG15 および Mx2 遺伝子発現が受胎により不受
胎と比較し有意な増加を示したが、抗体陰性個体では増加は認められなかった。 
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図１． 妊娠初期における PBMC 中の ISG15 遺伝子発現量 
ISG15遺伝子発現比の値はGAPDHで補正した値をAI後/AI前として算出した。 
*は受胎、不受胎間に有意差が認められた。 
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図２． 妊娠初期における PBMC 中の Mx2 遺伝子発現量 
Mx2 遺伝子発現の値は GAPDH で補正した値を AI 後/AI 前として算出した。 
*は受胎、不受胎間に有意差が認められた。 
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４．考察 
 
ISG は、IFN-τ の刺激を受けた PBMC で発現の増加がみられる。これまでに、妊
娠初期における ISG15 及び Mx2 遺伝子発現は AI 後 20 日で初産牛において有意
な増加が報告されている[9, 14, 24]。BoDV-1 持続感染個体において ISG15 と Mx2
共に受胎により不受胎と比較し有意な遺伝子発現の上昇が認められた。一方で
BoDV-1 非感染個体では、受胎と不受胎の間に差が認められなかった。この結果
より、BoDV-1 感染牛は妊娠初期に IFN-τ に対する反応が高いと考えられる。
BoDV-1 感染によって胎子の IFN-τ 発現に影響を与える可能性がある。IFN-τ の
産生が高く推移していることが、持続感染個体で妊娠を維持させている可能性
が示唆され、1 型 IFN の抗ウイルス効果が妊娠維持に貢献することが推察され
る。BoDV-1 は 1 型 IFN の産生を IRF-3 及び IRF-7 を介して抑制することが報告
されている。また、Avian Bornavirus では感染した細胞の 1 型 IFN 産生が減少し
たとの報告がある[36, 45, 50]。BoDV-1 感染による 1 型 IFN の産生低下が、IFN-
τ に対する反応を増大させていることが推測される。BoDV-1 に持続感染し
BoDV-1 と共生している中では、受胎確率は低下するが、受胎すると、PBMC の
IFN-τ 刺激に対する反応が増大することが明らかとなった。 
 
本研究では、BoDV-1 持続感染牛では IFN-τ による刺激に対して、ISG15 および
Mx2 遺伝子発現が増強されることが明らかとなった。IFN-τ の産生増強あるいは
反応性の増強の詳細は不明であったが、IFN-τ の反応性が増大することが持続感
染牛にとっては受胎から妊娠維持に必要と推測される。従って、BoDV-1 持続感
染牛は、受胎および妊娠初期に IFN-τ の刺激による ISG15 や Mx2 遺伝子発現を
非感染個体より増強できた個体のみ妊娠が成立することが明らかになった。 
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BoDV-1 に持続感染し BoDV-1 と共生している中では、受胎および妊娠維持を困
難にし、妊娠を維持させるためには IFN に対して高い反応が必要となる。授精
回数の増加や分娩間隔の顕著な延長は BoDV-1 感染による 1 型 IFN に対する反
応の変化が関連していると推測された。BoDV-1 の持続感染は、通常飼育では顕
在化した疾病が認められないが、受胎—妊娠という生殖過程では母体のウイル
ス持続感染が自身の子孫存続に影響を及ぼすことが今回の研究で明らかとなっ
た。 
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５．小括 
 
ボルナ病ウイルス(BoDV)-1 が持続的に共生している雌個体では、 
① 受胎および妊娠の維持が困難となり受胎率の低下が生じる。 
 
② その中で受胎した個体では、妊娠初期において母体の末梢血単核球が強い
インターフェロン反応性を示す。 
 
以上より、乳牛では BoDV-1 持続感染によって、IFN-τ を介する反応性に変化が
生じ、IFN-τ に対して高い反応を示すことが、受胎及び妊娠維持に必須な条件と
なることが明らかとなった。 
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第 2 章  新生子牛の腸内細菌叢の変化 
 
１． 序文 
 
胎内では無菌状態であった胎子が、分娩時に子宮、膣を通り母体外へと出ること
で多くの外来微生物と接する。一部の細菌は腸内細菌叢として腸内へ定着する。
腸内細菌叢は、性別、摂食物、年齢、環境などに影響を受ける[38]。ビフィドバ
クテリウム属菌や乳酸菌属の腸内での相対比は動物種によって異なるとの報告
がある[38]。子牛の生後早い時期から第一胃の発達に伴い代謝や栄養、行動の変
化が生じる時期は、非常にストレスのかかる時期である[53, 54]。新生子期は、
母乳より栄養を得るため第一胃が発達しておらず、単胃動物に類似した状態で
ある。その構造状態から第一胃に発達する過程において腸内細菌叢が反芻に適
したバランスを構成し、相利共生の関係となる。 
 
1970〜80 年代にかけて嫌気培養技術の確立・応用により体内常在菌を構成する
大部分の菌種・菌株が偏性嫌気性菌であることが知られるようになり、その嫌気
培養法の応用により腸内細菌叢の解析がなされるようになった。近年では、メタ
ゲノム解析法により検出された腸内細菌叢の比率を求めることが出来るため、
その構成割合を知るうえで非常に有用である。成人と成牛における門のレベル
における腸内細菌叢の構成はそれぞれFirmicutes (RA: 64%, 81.9%)、 Bacteroidetes 
(23%, 5.4%)、 Proteobacteria (8%, 9.6%)、 Actinobacteria (3%, 2.8%)と 4 種の門で
大多数を占めるとの報告がある[13, 46]。Firmicutes と Bacteroidetes の構成割合の
違いが特徴的である。また、36 日齢の子牛の腸内細菌叢は Firmicutes (49.1%)、
Bacteroidetes (42.3%)、 Proteobacteria (4.1%)との報告がなされている[35]。まだ、
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反芻胃による消化機能がなされていない子牛では、成牛よりも成人の構成比と
類似した Bacteroidetes が特徴的である。 
このように、反芻家畜においてその消化器機能の発達の前段階、すなわち生後直
後から７日間の間に腸内細菌叢がどのように定着し、安定した相利共生の関係
へと移り変わるのかを理解することを目的としメタゲノム解析による腸内細菌
叢の構成比を調べた。 
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２． 材料・方法 
 
供試動物及び採材方法 
 
同意農場で飼養された健康妊娠牛から適期に自然分娩した、5 頭の臨床的に健康
な新生子牛を試験に供した。子牛は、分娩後１２時間以内に母の初乳を摂取させ、
その後母子分離し子牛用独房に移動し、観察期間は代用乳を４L/day 給与した。
管理者は、専属スタッフが対応した。胎便を排泄後の直腸便を Day1 とし、その
1 週間後(Day7)の２点で直腸便を採取した。採取した直腸便は－30℃にてメタゲ
ノム解析に用いるまで保存した。 
 
メタゲノム解析 
 
糞便サンプルからの DNA 抽出は PowerSoil® DNA extraction kit (Mobio 
Techbologies, Vancouver, Canada) を用いて実施した。 16S リボソーマル
RNA(rRNA) 遺伝子増幅するために１µL の抽出した DNA を用い 16rRNA の V5-
V6 領域をターゲットとしてプライマー(784F: 5ʹ-AGG ATT AGA TAC CCT GG TA-
3ʹ and 1061R: 5ʹ-GGA TTA GAT ACC CTG GTA-3ʹ) を用いた。シークエンスには 318 
chip and an Ion PGM™ Sequencing 400 Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
U.S.A.) を用いた。解析には QIIME pipeline を用い各個体における腸内細菌叢の
相対比を算出した[5]。算出した相対比について、試験に供した５頭について集
計を行い、Day 1 と Day 7 間の有意差検定には、T 検定を用いた。 
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３． 結果 
 
メタゲノム解析を実施したサンプルにおいて平均リード数±標準誤差は 14,137
であった。メタゲノム解析にて門のレベルで解析比較を行うと、Actinobacteria、 
Bacteroidetes、 Firmicutes および Proteobacteria の 4 種によって主に構成されて
いることが明らかとなった(図 3)。それぞれ、Day 1 では 0.2 ± 0.14、 18.1 ± 9.7、 
24.0 ± 7.4 および 53.4 ± 17.0 であったものが、Day 7 では 11.9 ± 2.3、 25.8 ± 3.4、 
43.9 ± 4.1、 13.6 ± 2.2 であった。これら 4 種の門が生後 1 週間で変動することで
腸内細菌叢に変化が生じることが明らかとなった。個体による差が Day 1 では
大きいのに対し、Day 7 では個体差が縮まる結果となった。 
科のレベルでは、生後 7 日間で Firmicutes 門の Lactobacillaceae (Day 
7:11.25±5.68)、Bacteroidetes 門の Bacteroidaceae (Day 7:22.24±5.14) 、
Proteobacteira 門の Enterobacteriaceae (Day 1:51.29±19.26, Day 7:10.56±3.16)の計 3
種の科が 10%以上と腸内細菌叢の大勢を占めていた(表 3)。 
Bifidobacteriaceae は Day 1 で検出されず、Coriobacteriaceae は 0.19 ± 0.15 であ
ったものが、Day 7 では 2.3 ± 0.32 と 9.31 ± 2.57 と増加した。
Lactobacillaceae、 Streptococcaceae、 Veillonellaceae はそれぞれ、0.13 ± 0.13、 
0.14± 0.07、 0.07 ± 0.04 から 11.25 ± 5.68、 4.74 ± 2.45、7.1 ± 1.82 へと増加がみ
られた。Bacteroidaceae は 4.16 ± 2.31 から 22.24 ± 5.14 へと増加し、
Enterobacteriaceae は day 1 では 51.29 ± 19.26 であったものが day 7 では 10.56 ± 
3.16 へと減少した(図 4)。 
Day 1 と Day 7 を比較すると１週間の間に Bifidobacteriaceae (p<0.001)、 
Coriobacteriaceae (p < 0.01)、 Veillonellaceae (p < 0.01) が有意な増加を示した。
一方で Enterobacteriaceae (p=0.07) は減少の傾向を示した。 
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図４．新生子牛の腸内細菌叢における門レベルでのメタゲノム解析 
Day 1 および Day 7 における新生子牛の腸内細菌叢を Actinobacteria、
Bacteroidetes、Firmicutes、Proteobacteria の４種について示した。 
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表３．新生子牛の腸内細菌叢における科レベルでのメタゲノム解析 
  Day 1 Day 7 
門 科 % SE % SE 
Actinobacteria Bifidobacteriaceae 0 0 2.3 0.32
 Coriobacteriaceae 0.19 0.15 9.31 2.57
Bacteroidetes Bacteroidaceae 4.16 2.31 22.24 5.14
 Prevotellaceae 3.70 3.70 1.28 1.26
 ratAN060301C 5.12 5.10 1.72 0.59
Firmicutes Staphylococcaceae 0.08 0.06 0.02 0.02
 Lactobacillaceae 0.13 0.13 11.25 5.68
 Streptococcaceae 0.14 0.07 4.74 2.45
 Clostridiaceae 4.95 4.47 0.05 0.02
 Clostridiales Family XIII Incertae 
Sedis 
0.23 0.23 1.55 1.07
 Lachnospiraceae 6.47 3.11 8.40 2.59
 Ruminococcaceae 6.81 4.19 5.63 2.46
 Veillonellaceae 0.07 0.04 7.10 1.82
Proteobacteria Alcaligenaceae 0.08 0.08 2.02 0.67
 Enterobacteriaceae 51.29 19.26 10.56 3.16
  Pasteurellaceae 1.48 1.48 0.61 0.23
Day 1 及び Day 7 における新生子牛の腸内細菌叢を１%以上の構成比を示した 
科を示した。 
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考察 
 
新生子の腸内細菌叢は Actinobacteria、  Bacteroidetes、  Firmicutes および
Proteobacteria の 4 種の門によって主に構成されていることが明らかとなり、こ
れはヒトや成牛と同様である[13, 46]。同じ代用乳で同じ環境下で飼養した場合、
生後１週間の腸内細菌叢の変化は個体差が減少すると共に門レベルでは 
Firmicutes の増加と Proteobacteria の減少が主となって生じる。生後１日では
Proteobacteria が優位な菌種であったが、生後 7 日では減少を示し、優位な菌種
は Firmicutes へと推移することが明らかとなった。Firmicutes 優位な菌種となる
のは成牛と同様であるため、生後の１週間における腸内細菌叢の変化は成牛の
腸内細菌叢に類似した結果となった。 
科のレベルでは、Actinobacteria 門の Coriobacteriaceae 及び Bifidobacteriaceae は
有意な上昇を示しており、増加要因はこれら特定の科の上昇によって
Acinobacteria 門の変動が生じていることが明らかとなった。また、Proteobacteria
門の Enterobacteriaceae は生後７日間で有意な減少を示し、この種が門レベルの
変動要因である事が確認された。一方で Firmicutes 門は大きな変化が生じる特定
の科はみられなかったが宿主に有用な細菌である Lactobacillaceae が増加の傾向
を示した。 
生後３６日齢の子牛での報告と比較すると、Bacteroidaceae が優位な科であるこ
とは同様であるが、生後１週間で高い割合を占めた Lactobacillaceae や
Coriobacteriaceae、Enterobacteriaeae といった科が、３６日齢では、非常に低い
割合となっており、ルーメンの発達に伴い、さらなる腸内細菌叢の変化が生じる
ことが予想される[35]。 
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本研究により新生子牛の腸内細菌叢は、出生直後に Actinobacteria、Bacteriodetes、
Firmicutes、Proteobacteria の４種の門が腸内に侵入し増殖をするが、７日間の間
でその構成に大きな変化が起こることが明らかとなった。特に Firmicutes の増加
と Proteobacteria の減少が生後１週間での特徴的な変化である。健康子牛におい
て、生後１週間の腸内細菌叢は劇的に変化し、最終的に個体ごとに安定した相利
共生へと進んでいくことが明らかとなった。 
  
23 
 
４． 小括 
 
新生子牛の腸内細菌叢をメタゲノム解析により生後 1 週間についてその構成を
解析した結果以下の知見が得られた。 
① 生後直後から Actinobaciteria、Bacteroidetes、Firmicutes、Proteobacteria の
４種の門によって構成されている。 
 
② 生後１週間において、門レベルの変動は、Actinobacteria や Proteobacteria
を例に、特定の科の変化により門の割合変動が生じる。 
 
③ 生後１週間において Firmicutes では、Lactobacillaceae が増加の傾向を示
し、相利的に共生できる種が定着する。 
 
④ 腸内細菌叢の生後１週間の変化として、Firmicutes の構成割合の増加が主
たる変化であり、それに伴い Proteobacteria などの菌種が減少する。 
 
これらによって新生子牛の腸内細菌叢は、生後１週間で大きな変動が生じ、安定
した相利共生へと向かっていくことが明らかとなった。 
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第３章 新生子牛への乳酸菌投与における腸内細菌叢および免疫機能への影響 
 
１. 序文 
 
前章では、新生子牛の腸内細菌叢の変化をメタゲノム解析により明らかにした。
本章では、それら新生子牛に機能性乳酸菌をプロバイオティクスとして投与し
た時の、腸内細菌叢の共生関係と子牛の免疫にどのような変化をもたらすのか
検討した。プロバイオティクスは 1989 年 Fuller により“腸内細菌のバランスを
変えることにより宿主に保健効果を示す生きた微生物”として定義され、
Salminen らにより“宿主に保健効果を示す生きた微生物を含む食品”として再定
義された[47]。この定義はプロバイオティクスおよびその関連食品の安全性と機
能評価を、種レベルではなく菌株レベルで科学的に検証する必要があるとして
いる[2]。 
個体の健康と腸内フローラは相互作用の関係にあり、同時に諸々の環境要因、な
かでも飼料と密接に関係がある。体と腸内フローラは、環境の異変に応じて反応
を示す。プロバイオティクスは、その補助手段としての意義があり、健康の増進・
維持推進の担い手となる。乳酸菌は、哺乳類の腸内細菌叢で重要な構成菌であり、
生体に悪影響を及ぼす細菌の増殖をコントロールし、個体の免疫応答を活性化
する[2, 38]。 
現在、プロバイオティクスとして認知されている微生物のほとんどが乳酸菌で
あり、とりわけ乳酸桿菌がその多くを占める。近年ではさまざまな乳酸菌がプロ
バイオティクスとして乳酸飲料や乳製品のみならず、さまざまな発酵食品など
にも添加されるようになった[2, 39]。牛でも多様なプロバイオティクスが使用さ
れ、報告がなされている[12, 56, 57]。 
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乳酸菌のプロバイオティクス効果のなかで免疫賦活化作用は菌株によって異な
るという報告がある[10]。乳酸菌には、複数のサイトカイン誘導作用があり株に
よって誘導されるサイトカインが異なることが知られている。L. casei では Th1
型の免疫反応を誘導する事によりインターロイキン(IL)-12 を産生し、インター
フェロン(IFN)-γ を誘導する株がある[18]。一方 L. reuteri には Th2 型の免疫反応
に関係するサイトカイン産生を誘導する株がある[43]。このように菌体に Th1 型
の免疫を誘導する作用を持つ株と、Th2 型の免疫を誘導する作用を持つ株があ
る。 
宿主に摂取されたプロバイオティクスの作用については、腸内細菌叢に対する
作用、腸管上皮細胞に対する作用、および宿主の免疫系に対する作用などが考え
られ、これらが複雑に関係することで宿主に対する“整腸作用”などの利益が現れ
る。プロバイオティクスが摂取された場合、消化管の特に小腸などに局在するリ
ンパ節のパイエル板などの M 細胞(membranous cell) を介して取り込まれる事が
報告されている[2]。M 細胞から菌体が粘膜上皮下の樹状細胞やマクロファージ
に取り込まれる事により、その菌体の種類に応じた刺激を介して、それに応じた
多様なサイトカインが転写、翻訳、分泌され、宿主が応答を示す。 
乳酸菌やビフィズス菌はプロバイオティクスとしての研究が多くなされており、
その効果は整腸作用に始まり、インフルエンザの感染予防作用[22]や皮膚機能の
改善効果[21]など様々な報告がある。 
Lactobacillus plantarum は、漬物などの植物を用いた発酵食品から高頻度に分離
され、日本人に身近な乳酸菌である。一般的に牛に定着し増殖する菌では無いが
L. plantarum の機能性については、長田らがらっきょうから分離した L. 
plantarum No.14 をヒトに投与した場合のスギ特異的 IgE 低下作用を[59]、中川ら
は、漬物から分離された L. plantarum HOKKAIDO の人工消化液耐性及び
26 
 
HOKKAIDO 株を用いた豆乳ヨーグルトの機能性を報告している[42]。 
腸内フローラ構成は大きく三つの要因によりコントロールされている。第一に
生物学的要因があり、これには動物種、年齢、遺伝、消化管部位が含まれる。第
二に外的要因があり、これには生体生理、食餌、薬物、生活環境、外来微生物が
あげられる。第三に内的要因があり、これには代謝産物、栄養素の競合、増殖す
る場の競合があげられる。これらがお互いに複雑に絡み合っている。 
前章で示したように、腸内細菌叢のバランスは生後から離乳までの早い時期に
決まり、この時期に決定された腸内環境は生涯変わらないことが判ってきた。理
想的な腸内細菌叢のバランスを形成するためには、生後早い時期からの有用な
定着菌の摂取が要因となる。 
 
新生子牛は、母体の子宮という無菌環境から、様々な微生物の存在する環境へ暴
露される。そのため新生子は出生直後から微生物の侵入に対処しなければなら
ないが、成獣に比べ Th1 型サイトカインである IFN-γ 産生能などが低く、生体
防護機構は著しく弱い。従って新生子牛は成牛と比べ細菌やウイルス等の病原
微生物に高感受性であり、下痢や肺炎に罹りやすい。二週齢未満、とくに一週齢
未満の新生子牛は下痢とそれに起因する死亡率は高い[19]。これら新生子牛の疾
病予防のためには、出生直後からの対策が必要となる。 
今回、子牛に対するプロバイオティクス効果を検討するため自然発酵乳から分
離された研究室保存菌株であるLactobacillus plantarum を新生子牛に経口投与し
た。本章では新生子牛に L. plantarum RGU-Lp1 を経口投与することにより腸内
細菌叢の改善および、免疫機能の変化を調査することを目的とした。 
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２. 材料・方法 
 
供試動物 
ホルスタイン種の新生子牛で初乳給与後 24～48 時間の個体を使用した。乳酸
菌を経口投与した群【以下、投与群】ｎ＝11(♂6 頭、♀5 頭)とした。対照群と
して、乳酸菌を投与しなかった群【以下、対照群】ｎ＝7(♂2 頭、♀5 頭)を用い
た。全ては、同一農場で使用されている牛で、初乳給与後は、2 日目から代用
乳を 1 日 4L 給与した。 
 
使用乳酸菌 
本研究室保存菌株である Lactobacillus plantarum RGU Lp1 株（特許第 5610472
号）を使用した。この菌株は発酵乳由来の乳酸菌を牛末梢血単核球(PBMC)との
共培養により、PBMC の IFN－γ 産生能の高かった菌株を選抜し、同定した
Lactobacillus plantarum 菌である。 
 
血液サンプルおよび糞便サンプル採取スケジュール 
血液サンプルは、へパリン真空採血管と EDTA 管を用い、投与前(Day1)、投与
後(Day7)に行った(図 5)。糞便サンプルは、直腸便を Day1 と Day7 に採取し
た。 
 
一般血液分析 
一般血液分析については pocH-100iV Diff（シスメックス株式会社、 兵庫、日本）
を用い、顆粒球数、リンパ球数について測定し、顆粒球数を好中球数として好中
球数/リンパ球数を算出した。 
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リンパ球サブセット解析 
末梢血リンパ球サブセット(CD3、CD4、CD8、WC1)を調べるために、フローサ
イトメーター(EPICS ELITE BECKMAN COULTER)( BECKMAN COULTER, Brea, 
CA, U.S.A.)を用いて測定した。CD3(MM1A)、CD4(CACT138A)、CD8(CACT80C)、
WC1(IL-A29)(Washington State University, Pullman, WA, U.S.A.)モノクローナル抗
体を使用した。EDTA 加の末梢血を採取し試験に用いた。末梢血 3ml を 9ml の
塩化アンモニウムで溶血させ、1500 回転 5 分間遠心し、白血球を採集した。そ
の後リン酸緩衝食塩水(PBS)(Thermo fisher scientific, Waltham, MA, U.S.A.)で 2 回
洗浄し、PBS 5ml に浮遊させた溶液を 100μl ずつエッペンドルフチューブに分
注し、各モノクローナル抗体を加え、一時間氷上で反応させた。反応後 PBS で
2回洗浄し、ヤギ抗マウス FITC標識抗体(BECKMAN COULTER, Brea, CA, U.S.A.)
を加え、一時間氷上で反応させた後、PBS で 2 回洗浄した。その後 0.5%ホルマ
リン加 PBS で固定し、フローサイトメーターで測定した。 
 
活性酸素産生能 
採取した血液(EDTA 加)を用いて、活性酸素産生能をケミルミネッセンス法によ
り測定した。ケミルミネッセンス法は、ルミネッセンサーPSN(ATTO、東京、日
本)を用い、以下の方法で実施した。測定用チューブに、Hanks 溶液(日水製薬、
日本)400μl、血液サンプル 100μl、Luminol(和光純薬工業、大阪、日本)20μl を加
え、よく混合後、ブランク値を測定した(60 秒×5 回)。次にサンプル値(細胞刺激
後の発光量)を測定するため 25mg/mlのZymosan溶液(Sigma Aldrich, St. louis, MO, 
U.S.A.)20μl(最終濃度 926μg/ml)を加え測定した(60 秒×15 回)。サンプル値の 60 秒
×15 回の合計からブランク値の平均値×15 を引いた値を顆粒球数(10²cell あたり)
に補正し、測定値とした。 
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PBMC 分離 
投与群、対照群から得られたヘパリン加血液 10ml をフィコール・コンレイ(比重
1.086)を用いた比重遠心法で分離した。すなわち、フィコール・コンレイに重層
した血液を 2,500 回転、20 分間遠心し、PBMC 層を採取し PBS で洗浄し、RPMI 
1640(Sigma Aldrich, St. louis, MO, U.S.A.)で洗浄し、10%牛胎子血清 (Thermo fisher 
scientific, Waltham, MA, U.S.A.)加 RPMI1640 で 2×106 個/ml に浮遊させた。浮遊さ
せた PBMC は、リンパ球幼若化能、サイトカイン遺伝子発現の測定に用いた。 
 
PBMC 幼若化能 
得られた PBMC を 10%FCS 加 RPMI を用いて 1×106 個/ml に調節し、96 well 
plate(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, U.S.A.)に 100μl ずつ細胞播種した。刺
激剤として、コンカナバリン（以下、Con A）を使用した。Con A（RPMI 培地で
最終濃度 3μg/ml）を加え、37℃ 5%CO2ガスインキュベーターで 72 時間培養し
た。72 時間培養後、WST-1 (Roche) を各 well に 20μl ずつ添加し、37℃ 5%CO2
ガスインキュベーターで 3 時間反応した。その後、測定波長 450nm の吸光度を
測定し、SI 値（Stimulation Index:サンプルの吸光度/無刺激の吸光度）を算出した。 
 
PBMC の LPS 刺激に対する応答 
投与群、対照群の Day７で得られた PBMC を LPS 刺激し、５時間培養後 RNA を
抽出した。RNA 抽出は、RLT buffer(Qiagen, Hilden, Germany) 350μl を用いて融解
し、RNeasy Mini Kit(Qiagen, Hilden, Germany)を用い、添付マニュアルに従って抽
出した。 
抽出した RNA の逆転写反応は、Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit(Roche , 
Basel, Switzerland)を用いた。 
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まず抽出した RNA 10.4μl、oligo-dT 1μl で総量 11.4μl にし、サーマルサイクラー
を用い 65℃ 10min で熱変性し、すぐに 4℃ (on ice)で 3min 冷却した。Reaction 
Buffer, 5×（4μl）、dNTP mix（2μl）、RNase Inhibitor（0.5μl）、DTT(1μl)、Transcriptor 
High Fidelity Reverse Transcriptase（1.1μl）の計 8.6μl の Mix 液を作成後、上記の
11.4μl に加え total 20μl とし、サーマルサイクラーを用いて 55℃ 1 時間・85℃ 5
分反応後、4℃(on ice)で 10min 冷却し cDNA を作製した。PCR 反応に使用するま
で－30で保管した。投与群、対照群の血液から得られた cDNA を用いて、イン
ターロイキン(IL)-2、インターフェロン(IFN)-γ ならびにハウスキーピング遺伝
子（GAPDH）を LightCycler2 （Roche Diagnostic、Switzerland）を用いて RT real-
time PCR 法で遺伝子（mRNA）の発現解析を行った。キャピラリーに cDNA 5μl、
Sense と Antisense のプライマ （ー表５）をそれぞれ 1μl、2×Quantitect SYBR Green 
PCR Master Mix(QIAGEN)10μl、蒸留水 3μl を加えて総量 20μl とし、熱変性ステ
ップ 95℃ 10 秒、アニーリングステップ 60℃ 10 秒、伸長ステップ 72℃ 10 秒を
1 サイクルとして、55 サイクル行った。既知濃度の標準曲線をもとにサンプル
の遺伝子量を定量した。GAPDH 量を基準に各サイトカイン遺伝子発現量の相対
量を算出し、L. plantarum 経口投与の有無におけるサイトカイン遺伝子発現を比
較検討した。 
  
腸内細菌の培養法による生菌数解析 
糞便を 50ml ファルコンチューブに秤量したのち、10 倍量の希釈液を加え、ボル
テックスミキサーにて混和した。糞便希釈液には、蒸留水 100ml 中に KH₂PO₄(キ
シダ化学株式会社、大阪、日本)0.45g、Na₂HPO₄・12H₂O(関東化学株式会社、東
京、日本)1.68g、L‐システイン HCl・H２O(キシダ化学株式会社)0.05g、Tween80(キ
シダ化学株式会社)0.05g、寒天(伊那食品工業株式会社、長野、日本)0.1g を溶解
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し、121℃15 分で滅菌処理したものを用いた。さらに 10 倍希釈した糞便液を糞
便希釈液にて段階希釈を行い、変法 LBS 寒天培地、BS 寒天培地(日水製薬株式
会社、東京、日本)、DHL 寒天培地(日水製薬株式会社)、CW 寒天培地(日水製薬
株式会社)に 50μl ずつ塗布した。DHL 寒天培地は好気条件下で 37℃、24 時間、
LBS 寒天培地、BS 寒天培地、CW 寒天培地は嫌気条件下で 37℃、48 時間培養し
生菌数を測定し Colony forming unit (CFU)を算出した。本研究で使用した培地で
特定できる菌属・菌種は、変法 LBS 寒天培地は、Lactobacillus 属、BS 寒天培地
は Bifidobacterium 属、DHL 寒天培地は大腸菌群および硫化水素産生菌、CW 寒
天培地は Clostridium perfringens である。 
 
腸内細菌叢のメタゲノム解析 
乳酸菌投与群および対象群よりそれぞれ直腸便５検体を抽出し、メタゲノム解
析行った。糞便サンプルからの DNA 抽出は PowerSoil® DNA extraction kit (Mobio 
Techbologies, Vancouver, Canada) を用いて実施した。 16S リボソーマル
RNA(rRNA) 遺伝子増幅するために１µL の抽出した DNA を用い 16rRNA の V5-
V6 領域をターゲットとしてプライマー(784F: 5ʹ-AGG ATT AGA TAC CCT GG TA-
3ʹ and 1061R: 5ʹ-GGA TTA GAT ACC CTG GTA-3ʹ) を用いた。塩基配列の解読には
318 chip and an Ion PGM™ Sequencing 400 Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
MA, USA) を用い、QIIME pipeline を用いて解析した。 
 
統計処理 
群間における統計上の有意差検定は t-検定で行い、p<0.05 を示した値について
有意差があると判断した。  
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図５． 実験スケジュール 
 
         乳酸菌投与 
 
 Day1                 Day6   Day7 
 採血採糞                      採血採糞 
※Day1 を試験開始日とした。 
 
 
 
表４． プライマーの塩基配列 
標的遺伝子 塩基配列(5’－3’)   Tm 値 
GAPDH   90.6 
Sense ACCACAGTCCATGCCATCAC  
Antisense   TCCACCACCCTGTTGCTGTA  
IL-2   80.4 
Sense ACATTTGACTTTTACGCGCCCAAG  
Antisense   AATGAGAGGCACTTAGTGATC  
IFN-γ  82.2 
Sense AGGTCATTCAAAGGAGCATGGA  
Antisense   TTATGGCTTTGCGCTGGA  
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3．結果 
 
乳酸菌投与前後における血液所見 
乳酸菌投与群および対照群の血液所見の変化を図 6 に示した。好中球数(顆粒球
数)、リンパ球数を測定し、また、好中球数/リンパ球数(N/L 比)を算出した。 
リンパ球数では投与群、対照群ともに Day1 と比較し、Day7 で上昇の傾向にあ
ったが群間差は認められなかった。N/L 比は両群ともに Day1 と比較し Day7 で
減少の傾向にあったが、群間で差は認められなかった。 
 
乳酸菌投与前後におけるリンパ球サブセット解析 
乳酸菌投与群および対照群の末梢血から白血球分離を行い、CD3、CD4、CD8、
WC1 の４項目について測定を行った(図 7)。CD3 では Day7 にて有意な減少が認
められた(p=0.03)その他 CD4、CD8、WC1 では群間で有意な差は認められなか
った(Day7 時 CD4:p=0.93, CD8:p=0.11, WC1:p=0.14)。 
 
乳酸菌投与前後における活性酸素生成能の変化 
乳酸菌投与群および対照群の活性酸素生成能をケミルミネッサンス法で測定し
た(図 8)。 
投与群、対照群ともに Day1 では約 110 シグナル強度(RLU)/102cells であったの
に対し、Day7 では約 90RLU/102cells と減少がみられたが、この傾向に群間では
有意な差は認められなかった(p=0.62)。 
 
乳酸菌投与におけるリンパ球幼若化能変化 
乳酸菌投与群および対照群で Day1、Day7 に採取した血液から PBMC 分離を行
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い、得られた PBMC を用いリンパ球幼若化能を調べた(図 9)。 
投与群、対照群ともに Day1 と比較すると Day7 で減少の傾向が認められた。こ
の傾向に群間では有意差は認められなかった(p=0.26)。 
 
乳酸菌投与後の LPS 刺激した PBMC におけるサイトカイン遺伝子発現 
乳酸菌投与後(Day7)の末梢血から PBMC を分離し、LPS(50μg/ml) 刺激下で 5 時
間培養した PBMC を用いて IFN-γ、IL-2 の 2 項目について測定した(図９)。IFN-
γ では対照群では約 2.1(IFN-γ/GAPDH)であったのに対して、投与群では約
6.6(IFN-γ/GAPDH)と乳酸菌投与により IFN-γ 遺伝子の発現に約 3 倍の上昇が認
められたが有意差は認められなかった(p=0.22)。IL-2 では一部の個体で発現が認
められなかった。そこで IL-2 の発現が確認された個体数で比較した。 
投与群では 10 頭中 8 頭(80%)にて IL-2 発現が確認されたのに対し、対照群では
6 頭中 2 頭(33.3%)にとどまり、L. plantarum の投与により IFN−γ の mRNA 産生
量と IL-2 の mRNA 発現個体の増加が認められた。 
 
乳酸菌投与における腸内細菌叢の変化 
乳酸菌と主たる腸内細菌叢の関係を調べるために生菌数を検査する培養法で検
討した。サンプルは、乳酸菌投与前後の直腸便を採取して、LBS 寒天培地
(Lactobacillus 属菌群検出)、BS 寒天培地(ビフィズス菌群検出)、DHL 寒天培地(大
腸菌群検出)、CW 寒天培地(Clostridium 属菌検出)の 4 種の培地で嫌気あるいは
好気培養し、CFU を算出した(図 11)。 
Lactobacillus 属菌群では Day 1 では個体によりばらつきがみられ、0 から 109.2 
CFU/g の範囲であった。Day 7 では投与群、対照群ともに約 1010 CFU/g まで増加
したが群間で有意差はみられなかった。ビフィズス菌群ではどちらの群でも
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Day1 と比較し Day7 でやや増加がみられたが群間に有意差は認められなかった。 
大腸菌群では対照群では Day 1 で 109.3 CFU/g であったのが Day 7 では 109.8 CFU/
ｇと増加した。一方で投与群では Day 0 が 109.5 CFU/g であったのに対し、Day 7
では約 108.9 CFU/g と減少した。Clostridium 属菌では投与群で Day 1 は 107.5 CFU/
ｇであったものが Day 7 では 104.5 CFU/g と減少し、Day 7 で群間比較すると対照
群で約 106 CFU/g であったのに対し投与群では約 104.5 CFU/g と約 101.5 倍の減少
が認められた。L. plantarum の投与後の腸内細菌叢の変化において大腸菌群、
Clostridium 属菌の減少が確認された。 
腸内細菌叢についてメタゲノム解析を用いて解析したところ、門レベルでは表 5
のような結果が得られた。Actinobacteria、Bacteroidetes、Firmicuts、Proteobacteria
の４種が主な腸内細菌叢を形成していた。乳酸菌投与群では、Day 1 で
Actinobacteria 0.53±0.38 、 Bacterioudetes 2.88±2.83 、 Firmicutes 29.60±8.66 、
Proteobacteria 62.44±10.15 から Day 7 ではそれぞれ 8.65±2.42、24.25±8.53、
47.87±4.12 および 14.98±5.51 であったのに対し対象群では、Day 1 では
Actinobacteria 0.21±0.16 、 Bacteroidetes 18.06±10.83 、 Firmicutes 24.01±8.29 、
Proteobacteria 53.33±19.05 となり、Day 7 ではそれぞれ 11.91±2.56、26.79±3.79、
43.94±4.55、13.63+2.45 となり Day 1 および Day 7 ともに群間に有意差は認めら
れなかった。 
科のレベルで解析したところ、16 種が Day 1 あるいは Day 7 にて 1%以上であっ
た(表 6)。これらのうち、Day 7 にて有意な減少が認められたのは Veillonellaceae 
(投与群：0.72±0.36、対照群：7.10±1.82)であった。他の細菌科では、乳酸菌投与
によって有意な差は認められなかった。有意差は認められなかったものの乳酸
菌投与により増加の傾向(p<0.10)がみられたのは、Ruminococcucaceae (投与群：
20.85±7.47、対照群：7.10±1.82)であった。  
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図６． 乳酸菌投与前後における血液所見 
対照群(n=7)と投与群(n=11)の Day1 と Day7 の血液所見の変化を示した。 
縦軸は好中球（LYM）では 102cell/μl、好中球数/リンパ球数(N/L)では比を 
示した。黒い線で投与群、灰色の線で対照群を示した。 
グラフは平均値と標準誤差を示した 
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図７． 乳酸菌投与前後におけるリンパ球サブセット解析 
対照群(n=7)と投与群(n=11)の Day1 と Day7 の末梢血におけるリンパ球サブセッ
トの変化を示した。黒線で投与群を灰色の線で対照群を示した。縦軸にはリン
パ球における CD3、CD4、CD8、WC1 の割合を示した。 
グラフは平均値と標準誤差を示した。 
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図８． 乳酸菌投与前後での末梢血活性酸素生成能 
対照群(n=6)と投与群(n=11)の Day1、Day7 での末梢血の活性酸素生成能を示し
た。縦軸には 102 個の好中球数あたりの積算値を示した。 
黒線で投与群を灰色の線で対照群を示した。 
グラフは平均値と標準誤差を示した。 
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図９． 乳酸菌投与前後における PBMC 幼若化能 
対照群(n=7)と投与群(n=11)の Day1 と Day7 での末梢血の PBMC 幼若化能を示
した。縦軸は SI 値（Stimulation Index：刺激/未刺激）を示した。 
黒線で投与群を灰色の線で対照群を示した。 
グラフは平均値と標準誤差を示した。 
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図１０． 乳酸菌投与後の PBMC の Th1 型サイトカイン遺伝子発現 
対照群(n=6)と投与群(n=10)の Day7 での PBMC を LPS(50μg/ml)刺激下で 5 時間
培養したものについて Th1 型サイトカインである IFN-γ、IL-2 の mRNA 発現を
示した。IFN-γ では縦軸に IFN-γ/GAPDH、グラフは平均値と 
標準誤差を示した。IL-2 では縦軸に発現率を示した。 
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図１１． 乳酸菌投与前後における腸内生菌数の構成比 
生菌数を測定し乳酸菌群、ビフィズス菌群、大腸菌群、Clostridium 属菌の４種
について Day 1 から Day 7 への変化を図に示した。 
黒線は投与群、灰色の線は対照群を示した。 
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表５． 乳酸菌投与前後における腸内細菌叢の門レベルでの解析 
  対照群   投与群 
Day1 Day7 Day1 Day7 
門 % SE % SE   % SE % SE 
Actinobacteria 0.21 0.16 11.91 2.56 0.53 0.38 8.65 2.42 
Bacteroidetes 18.06 10.83 25.79 3.79 2.88 2.83 24.25 8.53 
Firmicutes 24.01 8.29 43.94 4.55 29.60 8.66 47.87 4.12 
Proteobacteria 53.33 19.05 13.63 2.45   62.44 10.15 14.98 5.51 
 
乳酸菌投与前後における腸内細菌叢の変化についてメタゲノム解析法を 
用いて、主要な４種について表に示した。 
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表６． 乳酸菌投与前後における腸内細菌叢の科レベルでの解析 
    乳酸菌投与群 対照群 
  Day 1 Day 7 Day 1 Day 7 
 科 % SE % SE % SE % SE 
Actinobacteria Bifidobacteriaceae 0.43 0.38 2.47 1.38 0.00 0.00 2.30 0.32
 Coriobacteriaceae 0.02 0.02 6.05 1.53 0.19 0.15 9.31 2.57
Bacteroidetes Bacteroidaceae 2.86 2.81 8.55 7.08 4.16 2.31 22.24 5.14
 Prevotellaceae 0.00 0.00 4.32 3.38 3.70 3.70 1.28 1.26
 ratAN060301C 0.00 0.00 10.69 4.95 5.12 5.10 1.72 0.59
Firmicutes Staphylococcaceae 4.53 4.12 0.00 0.00 0.08 0.06 0.02 0.02
 Lactobacillaceae 0.03 0.03 8.38 4.25 0.13 0.13 11.25 5.68
 Streptococcaceae 4.42 3.84 2.28 1.45 0.14 0.07 4.74 2.45
 Clostridiaceae 2.50 1.50 0.04 0.04 4.95 4.47 0.05 0.02
 
Clostridiales 
Family XIII 
Incertae Sedis 
0.00 0.00 0.00 0.00 0.23 0.23 1.55 1.07
 Lachnospiraceae 2.43 1.58 9.90 2.52 6.47 3.11 8.40 2.59
 Ruminococcaceae 5.44 4.05 20.85 7.47 6.81 4.19 5.63 2.46
 Veillonellaceae 0.00 0.00 0.72* 0.36 0.07 0.04 7.10 1.82
Proteobacteria Alcaligenaceae 0.00 0.00 0.80 0.39 0.08 0.08 2.02 0.67
 Enterobacteriaceae 60.76 10.35 13.60 5.71 51.29 19.26 10.56 3.16
  Pasteurellaceae 1.08 1.06 0.25 0.14 1.48 1.48 0.61 0.23
乳酸菌投与前後における腸内細菌叢の変化についてメタゲノム解析法を用いて
相対比の平均および標準誤差(SE)を示した。 
Day 1 あるいは Day 7 にて１%以上の科、16 種を表に示した。 
*は乳酸菌投与の有無により認められた有意差を示した。 
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４．考察 
 
新生子牛は成牛と比較して生体防護機能は著しく弱く、下痢や肺炎を引き起こ
すことが多い。これが原因となり増体率が低下し、発育不良等畜産業に大きな影
響を与えている[23]。今回、L. plantarum を新生子牛に投与することにより、新
生子牛の腸内細菌叢に及ぼす共生関係への影響や、子牛の免疫機能に対する効
果を検討した。 
末梢血の好中球数、好中球数/リンパ球数ともに Day1 から Day7 への変化に群間
による差は認められず、好中球数は Day7 で増加、好中球数/リンパ球数は減少し
たが群間による差はみられなかった。よってこの所見は、新生子牛の生理的な現
象と推測された。末梢血リンパ球サブセット解析では CD3 が Day7 にて乳酸菌
非投与で有意な増加を示したが、CD4、CD8、WC1 において群間差は認められ
なかった。末梢血活性酸素生成能、末梢血単核球幼若化能ともに群間に差は認め
られず、Day7 で減少した。初乳には一般的に知られている免疫グロブリンのほ
かにリゾチームやラクトフェリンなどの抗菌性物質、ビタミンなどの栄養分が
大量に含まれているほか、IL-1β、IL-1ra、IL-6、TNF-α、IFN-γ、TGF-β1、TGF－
β2[15]などのサイトカインも含まれており、さらに IL-1β を新生子牛に経口投与
すると血中へ移行し、それにより血中リンパ球および好中球機能が活性化され
る。今回の結果は初乳中に含まれる母体由来のサイトカインの影響が関係した
結果であると考えられた。 
ヒトでは Rautio らにより、心内膜炎、血流感染で乳酸菌、ビフィズス菌が分離
されることがあり、プロバイオティクスとしての L. rhamnosus GG を使用した発
酵乳を摂取した糖尿病患者の肝臓膿瘍からGG株と区別できない菌の分離[44]や
Mackay らによる L. rhamnos カプセルを摂取している僧帽弁逆流症患者の血液
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から同種の菌が検出されたという報告[30]など、プロバイオティクスとしての L. 
rhamnosus による感染例が報告されているが、現在のところこれらのプロバイオ
ティクスが有害である、または病原性があるといった報告はみられない。今回の
結果により L. plantarum  は新生子牛で増殖することはなく、投与個体に悪影響
を与えない事が示された。 
L. plantarum の投与個体由来の PBMC を LPS 刺激すると IFN-γ 産生量、IL-2 の
産生個体の増加がみられた。LPS は細胞表面に発現する Toll-like-receptor (TLR) 
4 の認識後、細胞内の NF-κB が活性化し炎症性サイトカイン（IL-6, TNFα）や IL-
12 の産生を誘導する。IL-12 は、T 細胞からの IFNγ を誘導する。 
L. plantarum のいくつかの株では、ヒトでIFN−γ産生能を増加させることが知ら
れている。YamanoらはL. johnsonii LA1株の摂取によりヒトの自然免疫が活性化
されると報告し、Lactobacillus 自身が投与個体に免疫を賦活化する可能性を示
唆した[58]。TLR 9を介した腸内共生菌由来DNAの刺激がTh1、Th17細胞を増強
し、T regを抑制することにより、生体防御能の維持を示すこと[17]、また菌種
は異なるが、Bifidobacterium longum 由来オリゴヌクレオチドに免疫活性化作用
を有する事が報告されている[51]。 
以上の知見から、L. plantarum  の投与個体では、直接LPS刺激に対するPBMC
のIFN-γ応答が活性化されただけでなく、乳酸菌群やビフィズス菌群の増加によ
り腸内細菌叢を改善し、Th1型サイトカインであるIFN-γ応答が誘起された可能
性がある。 
 
動物種では腸内フローラ構成は、菌の属レベルのみならず、Lactobacillus や
Bifidobacterium では菌種レベルで宿主によりその構成が異なる[38]。腸内細菌叢
の定着に関しての研究では、通常成長個体では他の動物のフローラを投与して
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も定着はしないが、無菌マウスに他の動物のフローラを投与すると、アイソレー
ターで飼育されている限り、投与動物のフローラを維持できる[38]。今回投与し
た乳酸菌は腸管に定着しない株を用いたため、直接腸内細菌叢として定着する
のではない。新生子牛の直腸便中の腸内細菌叢は、L. plantarum を投与すること
により生菌数の調査により大腸菌群、Clostridium 属菌を減少させていた。減少の
みられた大腸菌群、Clostridium 属菌ともにいわゆる日和見的な有害性を有する
菌であり、一方今回測定した乳酸菌群、ビフィズス菌群は腸内細菌叢の改善に関
与する言わば有用菌である。メタゲノム解析によって得られた結果より、いわゆ
る有用菌である乳酸菌やビフィズス菌の増加は認められず、L.plantarum LP-1 株
は直接的に有用菌を増加させることはないことが明らかとなった。 
乳酸菌株の中には、抗菌物質（バクテリオシン）を産生する株があり、その成分
が腸内の構成菌叢の改善に作用している可能性が示唆されている  。
Lavermicocca らが L. plantarum 21B 株における低分子の抗菌物質産生を[28]、Diep
らが L. plantarum C11 株におけるバクテリオシン産生を報告している[8]。今回使
用した菌株においても抗菌物質を産生する可能性があり、それが直腸便中の大
腸菌群、Clostridium 属菌及び Veillonellaceae の相対比の減少につながった可能性
も考えられる。また菌属は異なるが、Isawa らは Propionibacterium freudenreichii 
ET-3 株の発酵産物中にビフィズス菌増殖因子(BGS)が含まれていることを報告
している [20] 。 BGS のように L. plantarum LP-1 株の産生した因子が
Ruminoccocaceae の増加に関与した可能性がある。 
免疫調節作用に関するプロバイオティクスの菌体成分としては，ペプチドグリ
カン，リポテイコ酸などの細胞壁成分および菌体外多糖成分が報告されてきた
[33]。今回は生菌体とその培養液も経口投与しているため、菌体、菌による産生
物、培養上清のどれが作用したのかは特定できない。 
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本研究において、L. plantarum の経口投与により免疫細胞に対する LPS 刺激に対
する IFN-γ 産生の増加を伴う質的変化を誘導した。さらに、腸内細菌叢における
構成比には大きな影響を与えないが、大腸菌群や Clostridium 属菌の生菌数を抑
えることより、宿主である子牛の健康状態の維持および外来微生物の侵入に対
する抵抗性を補強する可能性が推察された。 
健康な新生子牛に外来微生物として、牛の腸管には定着しない L. plantarum LP-
1 株を投与することにより、腸内細菌叢には大腸菌や Clostridium 属菌の生菌数
を減少させるが、細菌叢の構成比からみると大きな影響を与えることなく宿主
の免疫機能を賦活することが明らかとなった。 
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５． 小括 
 
 本研究では L. prantarum を新生子牛に経口投与した際の腸内細菌叢と免疫機
能の変化について調査した。今回の研究により以下の成績を得た。 
 
L. prantarum 経口投与により以下の 3 点が確認された。 
① ビフィズス菌群の生菌数増加と大腸菌群、Clostridium 属菌の生菌数減少、
相対比において Ruminoccocaceae の増加と Veillonellaceae の減少による腸内
細菌叢の改善 
 
② 末梢血単核球のインターフェロン(IFN)-γ mRNA 発現量、インターロイキン
-2 mRNA 発現個体の増加による Th1 型免疫機能の増加促進 
 
③ 一般血液検査、末梢血リンパ球サブセット、末梢血活性酸素生成能、末梢
血単核球幼若化反応に大きな影響を与えないことより摂取個体への副作用
は認められない。 
 
以上の結果より新生子牛に L. prantarum 経口投与により腸内細菌叢において、
共生菌の一つである大腸菌群や Clostridium 属菌 の構成割合を減少させ、ビフィ
ズス菌群を増加させることにより腸内細菌叢における共生細菌叢のバランスを
調節し、LPS 刺激に対するリンパ球の Th1 型免疫機能を増加させることが示さ
れた。 
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第４章 子牛におけるロタウイルス感染症が腸内細菌叢に及ぼす影響 
 
１． 序文 
 
牛ロタウイルスは、レオウイルス科ロタウイルス属に属し２本鎖 RNA ウイルス
である。牛を含む多くの哺乳類がロタウイルスに感染する。このウイルスは小腸
の上皮細胞に感染し小腸壁の菲薄化を引き起こす。このウイルスは血清型によ
り A から F にタイプ分けされる。牛では A, B, C 型が検出されており、日本では
A 型が多数を占める[26, 34, 37]。牛ロタウイルスは生後 1～2 週齢の子牛に感染
することが知られ、このウイルス感染により、下痢を伴う臨床症状は個体の成長
を阻害し、経済的損失を引き起こす[6]。ロタウイルス感染は、その感染が他の大
腸菌やコロナウイルス、牛ウイルス性下痢粘膜病ウイルス等への 2 次感染を誘
引する事例も報告され、このような２次感染症例は重篤な症状を示し、予後不良
であることが多い[48]。 
腸内細菌叢は、宿主と細菌の安定した相利共生によって成り立っている。これは
第２章で述べたように、新生子牛の時期に大きな変動を経て形成される。宿主が
ウイルス感染を始めとするストレスにさらされた際に腸内細菌叢に変動が生じ
る。特に宿主に感染する病原体の増殖による影響により、腸内細菌叢の変動が報
告されている。ヒトでは、コレラ感染における腸内細菌叢の変化が報告[40]され
ており、豚でも豚流行性下痢(PED)ウイルス感染症や豚ロタウイルス感染におけ
る消化管内感染症が、腸内細菌叢の構成に影響する事が報告されている[29, 32]。 
本章では、同一農場で牛ロタウイルス感染症を発症したホルスタイン子牛から
感染前後にわたり糞便を得ることが出来たため、それらの腸内細菌叢の変化を
メタゲノム解析しロタウイルス感染による腸内細菌叢の変化を調べた。 
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２． 材料・方法 
 
採材及び病原体検査 
本州の A 牧場で出生した雄子牛を用いた。子牛は初乳を給与後に母子分離され、
各々壁で仕切られた独房環境で飼養された。2 リットルの代用乳を一日 2 度給与
され、下痢を発症するまで臨床症状は認められなかったが、生後 28 日目に 16 頭
中 4 頭が食欲及び活力の減退、下痢を呈した。下痢を発症した子牛については、
28 日齢にて補液を中心とした対症療法のみを施した。28 日齢で得られた糞便に
ついては、農場において病原体検索のため antigen detection kit (Tetrastrips Bio-X 
Diagnostics, Rochefort, Belgium)を用いてロタウイルス、コロナウイルス、大腸菌
(繊毛抗原 K99)およびクリプトスポリジウムの４種に対する抗原検査を実施し
た。糞便は 16 頭のホルスタイン種雄子牛より 14、28、42 日齢で採材しており、
それら採取した糞便サンプルは30にて検査実施まで保存した。 
 
メタゲノム解析 
 
糞便サンプルからの DNA 抽出は PowerSoil® DNA extraction kit (Mobio 
Techbologies, Vancouver, Canada) を用いて実施した。16S リボソーマル
RNA(rRNA) 遺伝子を増幅するために１µL の抽出した DNA を用い 16rRNA の
V5-V6 領域をターゲットとしてプライマー(784F: 5ʹ-AGG ATT AGA TAC CCT 
GG TA-3ʹ and 1061R: 5ʹ-GGA TTA GAT ACC CTG GTA-3ʹ) を用いた。塩基配列の
解読には 318 chip and an Ion PGM™ Sequencing 400 Kit (Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA, USA) を用い、QIIME pipeline を用いて各個体における腸内細菌
叢の相対比を算出した[5]。  
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３． 結果 
 
抗原検査 
28 日齢で実施した抗原検査では、16 頭中 8 頭でロタウイルス抗原が認められ、
それらはコロナウイルス、大腸菌線毛抗原 K99、クリプトスポリジウムの抗原は
検出されなかった。うち 4 頭では下痢を発症していた。そのため、メタゲノム解
析をする際ロタウイルス感染し下痢を発症した群(RD, n=4)、ロタウイルス感染
したが下痢非発症であった群(RN, n=4)、ロタウイルス非感染健康群(CN, n=8)の
3 群に分けて解析を行った。 
 
メタゲノム解析 
 
今回の解析で得た総リード数は平均 215,000 であった。門における 3 つのグルー
プの腸内細菌叢の推移を表 7 に示した。Actinobacteria 門は RD 及び CN グルー
プでは Day 14 から Day 42 の間で減少したが、RN グループでは Day 28 で一過
性に増加し Day 42 では他と同様減少に転じた。Bacteriodetes の変化では、CN に
おいて、Day 28 に増加し(%±標準誤差：51.3 ± 3.7)。一方で RD および RN では
減少(26.3 ± 12.5、 26.2 ± 4.3)を示しロタウイルス感染による変化が確認された。
その後、Day 42 では CN と変わらないレベルまで回復した。 
Firmicutes の変化では、RD および RN において、Day 28 に増加が確認され、そ
の後減少した。Proteobacteia においては、下痢を発症しなかった RN および CN
では Day 14 から 28、42 の間で減少し、下痢を発症した RD では Day 28 で増加
した。Day 42 では RD(6.8 ± 2.3)に対して RN 及び CN(4.4 ± 0.6 , 5.1 ± 0.5)とわず
かに高い比率を示した。一方、CN では変化はみられなかった。 
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表７．ロタウイルス感染子牛における門レベルでの腸内細菌叢の変化 
RD       
 Day14 Day28 Day42 
  % SE % SE % SE 
Actinobacteria 9.70 1.37 4.50 2.40 1.10 0.77 
Bacteroidetes 48.55 4.46 26.30 12.48 47.30 2.13 
Firmicutes 35.78 3.80 60.48 9.98 43.18 1.91 
Proteobacteria 5.65 0.43 8.30 2.15 6.80 2.27 
RN       
 Day14 Day28 Day42 
 % SE % SE % SE 
Actinobacteria 6.23 1.22 10.58 4.63 0.30 0.11 
Bacteroidetes 45.13 10.09 26.23 4.33 52.43 2.08 
Firmicutes 38.43 6.02 57.48 4.83 42.13 2.46 
Proteobacteria 9.48 4.05 5.40 2.45 4.40 0.56 
CN       
 Day14 Day28 Day42 
  % SE % SE % SE 
Actinobacteria 10.21 1.27 2.04 0.70 0.31 0.08 
Bacteroidetes 30.56 4.90 51.25 3.73 50.03 2.11 
Firmicutes 40.94 6.07 40.18 3.59 42.50 1.78 
Proteobacteria 16.40 3.35 6.04 0.91 5.08 0.52 
Day 14,28,42 での門における腸内細菌叢の変化をロタ感染下痢発症群(RD), 
ロタ感染非下痢発症群(RN),対照群(CN)の 3 群について表に示した。 
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メタゲノム解析データを科のレベル調べ 3 群グループにおける検出された各上
位 10 種を表 8 に示した。この知見を基に、Actinobacteria、 Bacteroidetes、Firmicutes
および Proteobacteria に属する科の割合を図 12 に示した。CN において優位な菌
種として 14 日齢で Bacteroidaceae (16.3 ± 5.2)、28 日齢では Prevotellaceae (36.9 ± 
6.6)、42 日齢では Lachnospiraceae (23.4 ± 2.1)と変化した。RD および RN では 14
日齢では CN と同様 Bacteroidaceae であったが、28 日齢では Ruminococcaceae 
(21.6 ± 5.3 及び 21.4 ± 6.6)が優位な菌種であった。42 日齢では RD は
Lachnospiraceae(20.2 ± 2.9)であり、RN は Prevotellaceae(25.3 ± 6.8)であった。
Actinobacteria 門において優位な科は Bifidobacteriaceae と Coriobacteriaceae であ
った。これらの科において 3 つのグループで異なる動きは認められなかった。
Bacteroidetes 門では 3 グループ全てで 14 日齢から 42 日齢の間で Prevotellaceae
から Bacteroidaceae へと優位な菌種が変化した。28 日齢では、CN では優位な菌
種であったがロタウイルスに感染した 2 グループでは CN と比較して有意に低
値を示した(RD: p=0.01, RN: p=0.03)。Firmicutes においては Lactobacillaceae、 
Lachnospiraceae、Ruminococcaceae から Clositridiales Family ⅩⅢ Incertae Sedis 及
び Ruminococcaceae へと変化し、3 つのグループ間でロタウイルス感染後の 28
日齢では有意な差は認められなかった。 
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表８．ロタウイルス感染子牛における科レベルでの腸内細菌叢の変化 
RD         
Day14 Day28 Day42 
科 % SE 科 % SE 科 % SE 
Bacteroidaceae 20.80 10.38 Ruminococcaceae 21.60 5.32 Lachnospiraceae 20.15 2.93
ratAN060301C 17.15 10.81 Lachnospiraceae 17.45 4.96 Ruminococcaceae 17.45 2.91
Ruminococcaceae 12.00 4.01 Lactobacillaceae 14.53 11.17 Prevotellaceae 15.23 3.96
Lactobacillaceae 11.65 7.38 ratAN060301C 10.30 6.78 S24-7 10.13 2.87
Lachnospiraceae 9.18 1.86 Prevotellaceae 6.03 3.69 Bacteroidaceae 7.68 2.21
Prevotellaceae 8.65 6.06 Enterobacteriaceae 5.95 2.65 ratAN060301C 5.68 1.69
Coriobacteriaceae 5.53 1.60 Veillonellaceae 4.58 2.45 Porphyromonadaceae 3.40 0.63
Alcaligenaceae 4.35 0.52 Bacteroidaceae 3.95 2.71 Rhodospirillaceae 2.20 0.89
Bifidobacteriaceae 4.15 0.36 Coriobacteriaceae 3.13 1.67 Rikenellaceae 1.90 0.31
Porphyromonadaceae 1.03 0.60 S24-7 2.78 1.72 Enterobacteriaceae 1.88 1.27
RN         
Day14 Day28 Day42 
科 % SE 科 % SE 科 % SE 
Bacteroidaceae 29.10 15.61 Ruminococcaceae 21.40 6.55 Prevotellaceae 25.30 6.83
Lactobacillaceae 17.58 7.54 Lachnospiraceae 19.38 1.02 Ruminococcaceae 17.73 1.96
Lachnospiraceae 9.35 1.49 Prevotellaceae 13.08 1.57 Lachnospiraceae 16.68 3.28
Prevotellaceae 8.70 5.45 Lactobacillaceae 9.83 5.19 S24-7 11.53 3.70
Ruminococcaceae 8.68 4.43 Bacteroidaceae 7.25 2.81 ratAN060301C 4.45 1.56
ratAN060301C 7.08 3.14 Coriobacteriaceae 7.25 5.11 Bacteroidaceae 3.45 1.47
Alcaligenaceae 6.60 2.24 ratAN060301C 3.88 3.27 Rikenellaceae 3.15 0.82
Bifidobacteriaceae 3.63 1.40 Alcaligenaceae 3.85 2.23 Clostridiaceae 2.38 0.68
Coriobacteriaceae 2.60 0.48 Veillonellaceae 3.40 2.46 Alcaligenaceae 2.15 0.26
Enterobacteriaceae 2.45 1.73 Bifidobacteriaceae 3.28 2.43 Porphyromonadaceae 1.78 0.31
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CN         
Day14 Day28 Day42 
科 % SE 科 % SE 科 % SE 
Bacteroidaceae 16.29 5.20 Prevotellaceae 36.86 6.55 Lachnospiraceae 23.41 2.09
Lactobacillaceae 15.00 4.56 Ruminococcaceae 16.44 2.67 Prevotellaceae 21.25 4.83
Ruminococcaceae 11.83 4.45 Lachnospiraceae 15.46 2.69 Ruminococcaceae 14.50 1.75
Bifidobacteriaceae 8.63 1.52 ratAN060301C 4.23 1.92 ratAN060301C 8.91 2.28
Prevotellaceae 8.39 3.48 Bacteroidaceae 4.10 1.19 Bacteroidaceae 4.98 1.16
Enterobacteriaceae 7.20 2.90 Lactobacillaceae 2.83 1.27 Rikenellaceae 4.81 1.47
Alcaligenaceae 6.06 2.16 Alcaligenaceae 2.65 0.54 Porphyromonadaceae 3.25 0.62
Enterococcaceae 5.98 3.22 Enterobacteriaceae 1.74 0.58 S24-7 3.01 1.37
ratAN060301C 4.79 3.85 Clostridiaceae 1.68 1.15 Alcaligenaceae 2.09 0.55
Lachnospiraceae 3.95 1.22 Veillonellaceae 1.58 0.59 Rhodospirillaceae 1.96 0.53
Day 14,28,42 での科における腸内細菌叢の上位 10 種とその比率を RD,RN,CN の
3 群について表に示した。 
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図１２．ロタウイルス感染子牛の腸内細菌叢における各門に属する科の変化 
Day 14,28,42 における腸内細菌叢について Actinobaceria, Bacteroidetes, Firmicute, 
Proteobacteria の 4 つの門に属する科の変化を RD,RN,CN の 3 群について図に示
した。  
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４． 考察 
 
本章ではロタウイルスに感染した際、宿主に腸内細菌叢に与える影響を示した。
腸内細菌叢の変化は感染してから健康な状態に戻るまでの変化を示した。牛ロ
タウイルス感染が腸内細菌叢に与える主な変化としては Bacteroidetes の減少と
Firmicutes の増加であり、Bacteroidetes は Prevotellaceae の減少によって生じる
が、Firmicutes は特定の科が有意に変化する訳ではない。また、これらの変化は
下痢発症の有無による影響は小さかった。 
ロタウイルス感染より 2 週間後には下痢発症個体では症状が治まり、腸内細菌
叢も健康な個体と差がみられない状態に回復する。今回試験に供した子牛では、
ロタウイルスの単独感染であったため、ロタウイルスが排除されると比較的短
期に腸内細菌叢は元の構成へと復帰するものと考えられた。今回は調査してい
ないが、コロナウイルスや大腸菌、クリプトスポリジウムといった下痢を引き起
こす感染症との混合感染時の腸内細菌叢については今後の研究課題である。 
ヒトでは、コレラ感染により Proteobacteria が増加するとの報告されている[40]。
PED 感染豚では Firmicutes 及び Bacteroidetes の減少が報告[25, 29]されており、
豚ロタウイルス感染豚では直腸便中の Bifidobacterium のコピー数増加が報告さ
れている[32]。このようにウイルスなどの病原体に感染した畜種や感染した外来
微生物の種類によって影響を受ける腸内細菌叢の変化は様々である。今回の結
果から Bacteroidetes の減少は PED 感染豚における変化と類似しており、腸感染
性ウイルスによる腸内細菌叢への影響は、何か特徴を持っている可能性が示唆
された。 
子牛は下痢によって、下痢から回復した個体と比較し、腸内の pH が低下し、腸
内の乳酸とプロピオン酸量が増加するとの報告がある[48]。また、ロタウイルス
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感染細胞はオリゴマーリポ蛋白とグリコサミノグリカンが産生されるとの報告
がある[7]。ロタウイルス感染により腸内環境が変化することで腸内細菌叢に影
響を与えることが推測される。 
牛ロタウイルス感染症によって特定の科、特に Prevotellaceae の減少が認められ
た。Prevotellaceae は第一胃液内細菌を構成する細菌でもあり、キシラナーゼ様
の酵素を産生し繊維の消化を補助する、増体の良い牛群で Prevotellaceae の比率
が高いとの報告がある[27, 41]。ロタウイルス感染症は、ウイルス感染により直
接的に小腸からの吸収を阻害するだけでなく、下痢による腸内環境変化をきた
し腸内細菌叢の構成バランスに影響を与えることにより、本来安定的な定着と
増殖が必要な菌種を阻害する結果、子牛の発育を妨げている可能性が推察され
る。 
今回の研究により、ロタウイルス感染は子牛の腸内細菌叢に下痢発症の有無に
関わらず Bacteroidetes(中でも Prevotellaceae)の減少と Firmicutes の増加という腸
内細菌叢の変化を引き起こし、また、下痢発症個体では Proteobacteria が増加す
る。これらの変化は 2 週間以内という比較的短期間のうちに回復することが明
らかとなった。3 章にて乳酸菌の投与による効果を検証したが、健康な個体への
投与であった。今後は、ロタウイルス感染をはじめとするウイルス感染による腸
内細菌叢への影響を抑える目的でプロバイオティクスやプレバイオティクス使
用時の腸内細菌叢の構成割合について検討が必要である。 
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５． 小括 
ロタウイルス感染症は、子牛の腸内細菌叢に対して、門のレベルでみると
Bacteroidetes の減少、Firmicutes の増加を引き起こす。この変化は下痢の有無に
関わらず生じる。また、感染後２週間以内という比較的短期間に健康個体に類似
した細菌叢へと回復する。下痢を発症した個体については Proteobacteria の増加
を引き起こす。これらの変化を科のレベルでみると Bacteroidetes 門の
Prevotellaceae の減少を引き起こすことが明らかとなった。 
 
これらより、ロタウイルスは感染により宿主に下痢という影響を与えるだけで
なく、相利共生をしている腸内細菌叢に影響を与えるが、短期間で健康個体と同
様の相利共生の状態に戻ることが明らかとなった。 
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総括 
 
本論文では、受胎から新生子期における宿主と外来微生物の関係性の一端を調
査し、以下の結果を得た。 
第１章では、ボルナ病ウイルス(BoDV)-1 に感染した繁殖牛において、妊娠認識
因子であるインターフェロン(IFN)-τ による刺激に対する反応を末梢血単核球に
おける ISG15 及び Mx2 遺伝子発現を解析することで検討した。BoDV-1 感染し
た繁殖牛では、受胎率の低下が確認され、受胎個体において ISG15 及び Mx2 の
増加が認められた。一方で BoDV-1 非感染個体では、受胎の有無で変化は認めら
れず、受胎を困難とする一因となりうる BoDV-1 との共生によって IFN-τ に対す
る反応が変化することが明らかとなった。 
 
第２章では新生子牛の腸内細菌叢は Actinobacteria、 Bacteroidetes、 Firmicutes お
よび Proteobacteria の 4 種の門によって主に構成されていることが明らかとなっ
た。門のレベルでは、生後直後にまず Proteobacteria が優位な状態となり、生後
１週間で Firmicutes 優位へと変化する大きな腸内細菌叢の変動が生じることが
明らかとなった。科のレベルでは、Actinobacteria 門の Coriobacteriaceae 及び
Bifidobacteriaceae は有意な上昇を示しており、増加要因はこれら特定の科の上昇
によって Acinobacteria 門の変動が生じていることが明らかとなった。また、
Proteobacteria 門の Enterobacteriaceae は生後７日間で有意に減少し、この種が門
レベルの変動要因である事が確認された。一方で Firmicutes 門は大きな変化が生
じる特定の科は認められなかったが宿主に有用な細菌である Lactobacillaceae が
増加の傾向にあることが明らかとなった。新生子牛の腸内細菌叢は、生後１週間
で劇的に変動し、最終的に個体ごとの安定した相利共生へと進んでいくことが
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明らかとなった。 
 
第３章では、新生子牛に L. plantarum RGU-Lp1 株を経口投与することにより腸
内細菌叢の改善および、免疫機能の変化を調査することを目的とした。 
腸管に定着しない乳酸菌 L.plantarum LP-1 株を新生子牛に投与すると、メタゲノ
ム解析を用いて実施した腸内細菌叢解析では、生後１週間での腸内細菌叢は
Firmicutes 優位であり、腸内細菌叢の全体構成比には大きな影響を与えないこと
が明らかとなった。しかしながら、大腸菌群や Clostridium perfringens といった
宿主に悪影響を与える細菌の生菌数を抑えることが明らかとなった。乳酸菌投
与はリンパ球数や好中球数/リンパ球数比への影響は認められなかった。また、
活性酸素生成能、リンパ球幼若化能についても同様であった。乳酸菌投与した個
体の末梢血単核球をリポポリサッカライド(LPS)で刺激し、サイトカイン遺伝子
発現を検討したところ、IFN-γ の発現量が増加し、IL-2 発現を確認できた個体の
増加が認められた。以上の結果から 
L. plantarum の経口投与により免疫細胞の LPS 刺激に対する IFN-γ産生の増加を
伴う質的変化が誘導された。さらに、腸内細菌叢における構成比には大きな影響
を与えないが、大腸菌群や Clostridium 属菌の生菌数を抑えることより、宿主で
ある子牛の健康状態の維持および外来微生物の侵入に対する抵抗性を補強する
可能性が推察された。 
 
第４章では、ロタウイルス感染によって腸内細菌叢への影響を調査することを
目的とした。ロタウイルス感染によって、Bacteroidetes の減少と Firmicutes の増
加が引き起こされ、それは下痢発症の有無に関わらず生じることが明らかとな
った。特に Prevotellaceae 科の減少が顕著な変化であり、これらの変化は感染後
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２週間で健康個体と類似した腸内細菌叢へと変化することが明らかとなった。 
これら一連の研究により、牛の受胎から新生子牛期の外来微生物との共生関係
の一端を示すことができた。 
本研究によりリピートブリーダーにおける BoDV-1 感染による影響、プロバイオ
ティクスの評価を目的としたメタゲノム解析を用いた腸内細菌叢解析が将来的
に広く応用される事が期待され、宿主と共生する微生物叢のバランス把握が牛
の経済的損失の軽減に貢献する可能性が示唆された。 
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